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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 
Растущий поток загрязняющих веществ, 1юсту11ающих в окружающую 
среду, nредъявляет все более жесткие требования к эколого-аналитическому 
контролю их остаточных количеств. Это связано как с nостоянным расширением 
•1исла токсикантов, так и с углублением nредставлений о токсическом действии 
загрязняющих веществ. Как следствие, ужесточаются r·игненнческие нормативы 
присутствия экотоксикантов в воде, почве и продуктах питания . Все это приво­
дит к постоянно растущему разрыву между пробоотбором и фактическим полу­
чением информации о состоянии окружающей среды . Повышается риск 1юступ­
ления токсических веществ в питьевые воды и продукты nитания, осложняется 
оперативное уnраl!Ление экологической ситуацией в целом . 
Решение указанных проблем состоит в развитии методов биохимической 
диагностики , ориентированных на 011снку токсического 'Jффекrа наиболее опас­
ных загрязнителей. Перспск-rивным нанравлением развития таких методов явля­
ется создание надежных и 11ростых в эксnлуатации ферментных сенсоров. Они 
сочетают nрсимущсства ферментов (высокая чувствительность к экотоксинам) и 
апnаратных средств контроля (количественная оценка загрязнения и возмож­
ность автоматизации). 
Холинэстеразы наиболее часто используются в ферментативных методах 
контроля окружающей среды. Это связано с уникально широким кругом ингиби­
торов ферме11та, в числе которых пестициды, поверхностно-активные вещества, 
соли тяжелых металлов. Однако nрактическое нспоньзование холинэстераз в 
экологическом мониторинге требует решения проблем стабилизации фермента 
при хранении, интерпретации отклика и упрощения процедуры измерения. По­
пытки решить nроблемы путем создания одноразовых сенсоров на основе техно­
логий микроnечатн не продвинулись дальше пилотных образцов, поскольку вос­
производимость отклика биосенсоров в производимой серин и быстрая инакти­
вация холинэстераз в процессе хранения не nозволяют получить надежного и 
воспроизводимого сигнала и присутствии токсикантов в объектах окружающей 
среды . 
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Ннедрение средств биохимической лиагностики в 11рактику жологическо­
го мониторинга требует в первую очередь решить вопросы надежности апнара­
rурного оснащенин. соnрнжения био:югичсско1 ·0 компонента и средства измере­
ния . В лой связи настоящая работа. r1освяшс111шя развитию теоретических и 
11ракшческих основ констру11ровш1ия холиrосr·еразных биосенсоров и их 11ри­
менения для определения nестинидов в объектах окружающей среды. является 
3k7)'8JlbHOЙ 
ЦtJtt. насто11щtii работы - создание и сравнительная характеристика но­
вых биосенсоров на основе у1·нероднстых и современных мuдифинирующих ма­
териалов ;wя опреде;1ения остаточ1rых количеств фосфорор1·а11ических и карба­
минатных пестицидов в обьектах окружающей среды. 
)1,1я лостижсния постав.ленной uели было необходимо решить следующие 
ЩЩ:IЧИ 
- исс.1сдовать ра:.1J1ич11ые yr ; 1еродистыс маrериалы и сrюсобы ю1 ·отовне-
11ия се1rсоров 1ra их основе с нелью снижения рабочего rютен11иала и rювышения 
восr1рои1волимопи сигна~u: 
- юучить формирование амперомегрического отклики биосенсорu. ста­
б11лыюстr, им\юбит1101щ111юй xo:11111xтep;i11,r 11 анал1п11ческ11е характсрисшки 
определения фосфорорганических и карбами11ап1ых пестиuидов: 
- установить механизм влияния модифицирующс1·0 1:;rоя нафиона на ш11::­
ра11нонныс и аналитичс1:кие характеристики биосенсоров. оr1ределить рабочие 
условия нанесения модифицирующего покрытия; 
- прове1:ти срав11ительныс испытания амперометрических сенсоров для 
онрслсления фосфорорганических пестицидов в стацио11арном и nроточ1ю-
инжекционном режиме; 
- изучить влияние ор1-аниче1:ких ра1:творитслей и обратимых ·)ффскторов 
на отклик биосенсоров и его чувствительность к фосфорорганическим rrестици-
дам 
- оuенить эффективность применения биосенсоров в жсnрссс-оценкс ос­
таточных коли•1еств псстиuидов в растительной продукнии. в том числе в рамках 
-"-..s..-=---------· . 
межлабораторного 1кспернмента с участием Центра фнтофармацнн 11ерпнньян­
ского университета (Перпиньян, Франция). 
Научна11 новизна работы заключается в том, что: 
- впервые установлена возможность селективного определения сиr·нала (тока 
окнсле11ня тнохолнна) биосенсоров на основе у1·леродистых материалов и сни­
жения рабочего потенциала окисления в присутствии модифицирующего слоя 
нафиона без использования медиаторов электронного переноса; 
- впервые показано, что нанесение модифицирующего слоя ионообменного по­
лимера между основным материалом электрода и иммобилизованным фермен­
том не только стабилизирует отклик бносенсора, но и повышает чувствитель­
ность н селективность определения фосфорорганических пестицидов; 
- установлено активирующее влияние ацетонитрила на натнвную и иммобилизо­
ванную хол!fнэстеразу и на этой основе достигнуто снижение предс.1ов обнару­
жения фосфорорганических пестинидов в водно-{)рганичсских экстраКТ"'ах ю 
зерна: 
- определены пути nовhшtения чувствительности и селективности определения 
пестицидов за счет регулирования удельной активности и толщины ферментсо­
дсржащеrо слоя для биосенсоров на основе печатных у1 ·лсродных электродов н 
за счет нестационарного режима массопереноса реагентов в ферментсодержа­
щем слuе и сорбционного nредконцснтрирования 11а материале мембраны в про­
точно-инжекционном режиме. 
Праnичес:1:а11 звачв111ость работы состоит в том, что: 
- разрабо·г.u~ы простые в производстве и удобные в использовании ампе­
рометрические бносенсоры на основе планарных углеродных электродов, изго­
товляемых методом микропечати, позволяющие детектировать присутствие 
фосфорорганических и карбаминатных пестицидов в воде и растительных экс­
трактах на уровне нормативов ПДК; 
- предложены упрощенные методики ферментативного определения оста­
точных количеств пестицидов из растительных экстрактов без удаления органи­
ческого растворителя; 
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- разработаны и а~1робнрова11ы конструкuнн проточных ячеек JUJЯ проточ­
но-ннжек11ионноrо опреде;~ення пестицидов 
llоложtнн11, выносимые на защиту: 
- нсс.1елованне и сравнение операuионных и аналнтичесю1х характеристик 
биосенсоров на основе печатных и объе!>tных ')лектродов из у1 ·нероднстых мате­
риалов. выявление 1кспсрнментальных факторов (состав ферментсодержащего 
слоя, материал 1лектрода. режим массоперсноса в мембра11у). nпределяющих 
чувствительность и селективность определения ингибиторов: 
- механизм влияния полимерного слоя нафнона, стабилизирующего от­
к,1ик биосенс.:ор<1 и 1юнышаюшего чувствительность и селективность определе­
ния остаточных количеств пестицидов: 
- влия11не органического растворителя на активность нативной и иммоби­
;нпованной хо;111Н1стера"11>1 и во·1можнос1ъ 11рящнu опрсде.1сния остаJочных ко­
;1ичсств пестицидов в ·жстрактах бе·1 удw1ения растворите:~я 
- сравнительная оuе11ка рс3ультатов ко1п~хшя реальных объектов окру­
жающей срелh1 с ПО\ЮЩhЮ разработанных бносснсоров и станлаrтных ~1етодов 
хромато1·рафическurо анализа. мстро;югичсскuя '-Uрактерис ·1 икu бносенсоров в 
\tежлабораторном ·жспеrи щ•1 пс 
Апроб1щни работы. Результаты исследований док:1а.:~ывалнсь нз нтоп~­
вой науч1юн конферснuии Кз3а11скu1 о 1 ·uсу;щрствен1юru университета ( 1999 1·. ). 
2 Всероссийском симпозиуме по проточному анализу (Москва. 1999), Меж,1уна­
родном конгрессе по аналитической химии (Москва, 1997), 3 ~1еждунзродном 
симлозиуме INCO Copernicus "Применение биосенсоров для определения за­
грязнителей в полевых условиях" (Коимбра. 1998). 7 Международ11ом симпо­
зиуме по электроаналитичсской химии ESEAC-98 (Коимбра, 1998), 4 Франко­
испзнском семинаре по биосенсорам (Монпелье, Франuия, 1999), S Франко­
испанском семинаре (Вик. Испания. 2000). 
Основные ре·1ульт11ты изложены в 2 статьях и S тезисах докладов. 
Стру8'Т)'р11 и объем диссертации . Дисссрт<1ционнW1 работа изложена на 
173 страницах машинописного текста. включает 49 рисунков и 16 таблиu. Со­
стоит из Ввс,1сния. 4 1 ·,1ав. Выводов. Списка исполыованных библиографиче-
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ских источников, включающеr·о 229 ссылок на отечественные и зарубежные ра­
боты, и Приложения. 
Диссертация выполнена на кафедре rrриклалной 1коло1·ии Казанского го­
суларствешюго университета и в Лаборатории фитофармации Пер11инья11екого 
университета (Франция) в рамках договора о научном соrрудничестве между 
Казанским и Пер11иньянским университетами и Российско-французской про­
граммы "Бнотех1ю11оrии - агропроизводству" Миннауки РФ при помержке 
Р<l>ФИ (грант № 97-03-33210 "Разработка тестовых методов определения инr ·и­
биторон гидролитических ферментов с помощью электрохимических биосенсо­
ров"), программы "Университеты России . Фундамента;1ьные исследования" 
(грант № 015.01.07.01.12" Оценка заr·рязнення окружающей среды с помощью 
тест-методов биохимической диагностики" ). 
Часть жсперимснтальнь1х результатов н выводы на их основе испо;н;юва­
ны в учебном процессе в Казанском r·осударственного университете при чтении 
общего курса "Экологических мониторинг" . 
ОСНОВНОЕ: СОДЕРЖАНИЕ: РАБОТЫ 
Матtриалы и 111tтоды иссJ1tдовавия . В исслелованиях исnольювани 
промышленно выпускаемые препараты бутирилхолинэстеразы из сыворотки 
крови лошади (Х')), КФ 3.1.1 .8. производства АО "Биомед" , г. Пермь, с удельной 
активностью 4,2±0,5 Е/мг и "Sigma", США, с удельной активностью 600 Е/мr. 
Субстратом ферментативной реакции служил S-бутирилтиохолин иодид 
(БТХИ) Измерения проводили в 0,002 М. фосфатном буферном растtЮре, со­
держащих для постоянства ионной силы О, 1 М сульфата натрия . 
Иммобилизацию ХЭ проводили путем кросс-сшивки парами и раствором 
глутаровоr ·о альдегида на поверхности модифицированного нафионом печатного 
электрода и ннтратцеллюлозной ("Sartorius") или нейлоновой ("Amersham") 
мембран. 
Откликом служило максимальное изменение тока окисления тиохолнна, 
регистрируемого после добавления субстрата ( 1 ). 
(СНз)зN+СН2СН2SСОСзН1 + Н2О ~ (СНз)зN'СН2СН2SН + СзН,СООН ( 1) 
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Вот,тамnсрометричсские измерения проводили с 110мошью вольтамг1еро-
1 рафа ИВЛ-3 (HПBll "Ива", Екатеринбург) и nотенuиостата Metrohm (641 УЛ 
l>etcctor, Швей1tзрия ). 
в IOIЧCCTRC \Ю;~е11ьных 11НГИОИТОJЮR 6hJJJl1 fllYЧCllЫ лиа·шнон :о-(2-
изо11роnил-4-метил11иримиди.1-6 )-0,0-дютилтиофосфат:: кумафос : О.О-ди1тил­
О-(3-хлор-4-метил-7-кумари11и:1 )тиофосфат:. трих.аорфо11 : О.0-дим~::тил-(2.2.2-
rрих:юро )-1-гидрокси:нилфосфонат J: хлор11нрифос-мстил : 0.0-лиметил-О-[2-
(диэтиламино )-6-метил-4-nиримидинил 1-тиофосфат:, метиокарб ( 4-метилтио-
3.5-;1имети.1фенил) N-метю1карбамат и фторид натрия . 
':)лектролы на основе у1 ·леролистых материалов изготовляли ю эпоксил­
но-уг!lеролной комнозиuии и 11утсм микроnечати на серебряной rюдложке ю 
сус11еюии криста;rлическо1·0 1·рафита в rидроксизтилцеллJ1ю.1о'Jс с 11омощью 
11ринтсра l)l ·:K 248 ([)ЕК. Анrлия). И ·Jмерсния в 11роточ1ю-1111жек11ион1юм режи­
ме 11rювод1ыи с rюмощью б;юка БР- 1 11роточ1ю1 о u11a.1юarupa ~ЛО "Химавтома­
тика". Москва). ос11шнс11но1 ·0 ячейкой ти11а "отражательная стенка" собственной 
ко11струкш111 
Харак1rрнстик11 отк.1нк11 амперомпрнчrских сенсоров . У1 леродистые 
\1;периа..1ы весь,1а 11ерс11ек11ш11ы д.1я со'Jда1111я б1юсе11соров. nоск().1ьку 06.1егча­
ю1 иммобилизацию фермента . Перноначалыю были И'!учены уго.1ыю-r~астовые 
тек1роды нu ос1ювс ра1J1ич11ых ком1юзн11ий с uр1 ·а1111чсскими и щ:ор1 ·а11ически­
ми 11J1астифнкаторами и медиаторами электронного 11ере11оса (Nilc ШL1е и Mel-
dola Blue) Последний шнволюt сниlить nоте11циа.'I окисления тиохолина с 0,80 
В до 0,60 В отн . Ag/AgCI. однако значительный фоновый ток и ПJюхое разреше­
ние nиков на вольтам11срО1 ·раммах 11риводили к нюкой точности измерения сиr­
нана. Вследствие низкой сорбцио1mой емкости материа.1а удельная активность 
Х'Э была достаточно 11изкой и быстро снижалась во времени вследствие вымы­
вания ферме1па. Исrюльзование эnоксидно-углеродной композиции существен-
110 улучшило восnрои ·1ноднмость сигнала. снизив потенниал окисления ;ю +о 50 
В. Кроме roro. на данных :электродах удалось добиться разделения токов uкис­
ле11ия тиохолинu и нодид-иона. исnоль·1уюшсгося в качестве 11роrивоиона суб­
стrнпа Х'Э . Прямая иммобилиза11ия Х~) в пасте 11 на поверхности rtриводят к низ-
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кому невоспрои·1волимому отклику, rюлому использовались 11акладные мем­
браны на основе нейлоновых и нитратцеллюлозных носителей . Измерения 11ро­
водили в щюточно-инжекционном режиме. Форма сигнала и его основные ха­
рактеристики приведены на рис . ! и в табл . J, градуировочные кривые определе­
ния субстрата - на рнс . 2 . 
Рисунок 1. Огклик биосен-
сора на основе эпоксидно-
у1 ·лерод~ю1·0 электрода и 
ХЭ, иммобилизованной на 
накладной нейлоновой 
мембра11с 
Таблица 1 
Характеристики отклика амперометрических биосенсоров в 11роточ1ю­
инжекцио1111ом режиме (субстрат БТХИ 6х 10·~ М) 
г ---- - ·--· - --- ·------"· ·г·--- · "------, ·· ··----" - ---т , 
1 
1 1 Нейлон 1 Нитрат целлюлозы J Материал мембраны ! ХЭ А растворе 1 Н Ьо d ! S rt 1 у П , • а OГIUS 
: ·---- ·- - - - - ~ ---··· ·---- -----~ - - ------ -+- -- -
j Улелы1аяактивность, 1:/см2 1 4,2(Е/мл) l 1.8 i 1,4 г. -+ __J l ~о~-~и~~. ,.;-~д- - - ---·-- ! 3~ -· . 5,5 ·=т~-2-,5----
1 п i "4 161 !, 33 , олуширнна пика, с  N 
!время пика, с 12 ____ Т4о ___ _.,1,_2_0 ____ _ 
f -()бщее ;;;;;~~~;мс~~~;~-~ . -· -: J 20 --· ---. -t 180 ' 150 
' ___, 
i 
--- - ·--- - j 
[ __ __ ______ ..._ ____ _с. - __ __ J_ __ 
. . _ _ _ ) 
ХЭ сохраняет активность в течение не менее чем 3 месяцев после иммо­
билизаuни на нейло11е и нитрате uсллюлозы, в растворе отклик сохраняется в те­
чение не менее чем 3 недель, резкое снижение отклика, иногда наблюдаемое, 
свнзано, 110-вилимому, с обра.·юванием микротрещин и rюдтеканием буферноrо 
раствора к поверхности электрода. 
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Рисуно1о: 2. Оnреде.1енне БТХИ с помощью амперометрического биосенсора на 
основе ·эnоксидно-уr.1еродного 1;rектрода и Х1. И\1Моби:1111ова1нюй н:~ нитрат-
11еш1ю;ю·11tой ( 1) и ней,1шювой (2) мембране . 
На11;1учшие ре1у;1ьтаты были 110.1учены с 11еча1ными э:1ектродами. в кото­
рых крис1 ·щ1;1ический 1 ·рафнт ра·1мещщ1и в виж: сус11ен 1ии в 1 и, 1rхжси·чилне. 1-
;1ю;10·1е на пластиковом носителе . l:i;1aroдapя исполь"Jовавию техники удалось 
добиться высокой воспроизводимости харак1ернстик 1юш:рхностн сенсор:.~ и 
вос11рои ·11ю;~и111ос · 1 и основных or1cpa11И()HHbl\ характер нс 1нк fiищ:енсороR н се­
рин . llрсдварите.1 ьное тестирование ·.тектродов nока·1а.по. что время их жюни 
()Граничено деrрад:~цией электропроводящего с,1оя. Для увеличения адгезии уг­
леродсодержащего слоя и снижения рабочего потенциала впервые было предло­
жено наносить промежуточный с;юй ионообменного полимера нафиона. В ре­
зультате такой модификанин потенциал окисления тиохолнна снижается с 0,8 В 
(нсмодифнцированные электроды) до 0,25-0.41 В, по-видимому, за счет влияния 
каnюнообменных свойств полимера . 
В подтверждение этого на модифицированных элеК11Юдах практически не 
происходит окисления иодид-ионов . Тиохолин полностью ионизирован в ще­
j ЮЧtЮЙ среде буферного раствора (рН 7,8). однако его образование в ферментной 
пленке со11ровождается высвобождеt1нем эквивалентного количеств:~ масляной 
кислоты в соответствии с ур . ( 1 ). Поэтому большая часть тнохолина во внутре11-
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ней части ферментной пле11ки. р<1сположснной на нафионовом покрытии. прсд­
ставляе·r собой неионизированную к<1тионную форму (2). 
ферментная пленка : рН < 7 
(СНз)зN.СН2СН2s· + н• 
буферный раствор рН 7.8 
В результате рабочий потенциал окисления тиохолина на rJJJaнapныx элек­
тродах с нафионовым покрытием оказался лишь незначительно бо.1ьшс, чем для 
аналогичных сенсоров с включением медиаторов электронного переноса. В то 
же время, разработанный способ иммобилизации позволил сохранить естествен­
ное микроокружение фермента и упростить процедуру изготовления биосенсора . 
Влияние нафиона на отк.1ик биосенсора представлено на рис. 3,4. 
i. мкА 0.50 
0.25 
о 2 4 6 8 
Объем раствора нафиона.. мкл 
Рисунок 3. Зависимость сигнала биосенсора на основе печатного электрода от 
али квоты 0,05 % нафиО11а, наносимого на электрод . Субстрат БТХИ 1х1 О-1 М, !::: 
+400 мВ . Фосфатный буферный раствор 2х10·3 М + lx10·1 М Na2S04, pll 7,8. 
37°С. 
ХЭ иммобилизовали на поверхности печатного ·шектрода н парах глута­
рового альдегида при пониженном давлении. Процедура иммобилизации пшво­
ляет получать сверхтонкие пленки фермента, практически не оказывающие 
диффузионного торможения переноса реагентов в мембрану. 
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1,25 
i.мкд 
Кон11снтраuия нафиона 
l .UO 0.05% 
0.75 
0.50 
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l'исунок ./. Зависимость отк,1ика биосенсора на основе r1ечатно1 о ·).1ектрода 01 
кон11е1праuии нафиона. д,1иквота 2 мк,1 на 1 ·тсктрод. Условия и·~мсrения си1 -
11ала см rис . 2 
Иммобили3Зция нс меняет кинетических 11арамстров ферментативной j)\:-
акции Константа Михаэлиса. рассч1панная по заюк·11\11к·1 и отклика от кон11е11-
тра11ии субстрата в .1войнh1х обратных координатах i"1 - cs·1. составила 2х 104 М 
для раствора Х') и 1. 7х 104 М д.111 иммобилизованного фермента. 
О11ределе11ы оrпимальные характерис1 ики нанесения нафио11а (2 мкл 
0.005 % суспензии на электрод) и иммобилизаuии ХЭ (время обработки парами 
1лутарового альдегида 3-4 мин , 1-5 Е фермента на электрод) . 
Полученный сигнw1 линейно ·~ависит от конuентраuии БТХИ в диапазоне 
концентраuий 1х10·5-Sx 104 М . Природа буферного раствора оказывает нез11ачи­
тельное влияние на определение субстрата. По мере разбамения раствора сиг­
на~ возрастает до максимального значения при концентрации 2х 10·3-Sx 10·3 М . 
рН-Оnтимум отклика биосенсора 11рактически совпадает с полученным для на­
тивного фермента в тех же условиях юмерения (рис . 5). 
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0.035 
i_ мкА 
()()30 
0.025 
0.020 
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рН 
Рисуно~.- 5. Зависимос1ъ 
сиг11ала печатно1·0 био-
се11сора 01 рН рабочеп) 
буферного раствора. 
БТХИ l x l0--1 М. борат­
ный. трис- и фосфатный 
буфер11ые растворы . 
Таким образом , предварительное изучение раз.,1ичных типов биосенсоров 
по·1во,1ило пред.1южить использование 1поксидно-графитовых и печатных моди­
финированных нафионом 6иосе11соров д;1я испытаний с модс-1ьными растворами 
токсикантов и жстрактами реальных объектов окружающей среды . 1 lекоторые 
характеристики исследованных типов 1лектродов и биосенсоров на их основе 
11ре.1стаRле11h1 R табл 2 
Таб.1иuа 2 
Характеристики ·тектродов на основе углеродистых материалов и во·1-
\1Ож11ость 11х 11с1юль10вз11ия в составе хо-11111 ·хтера·1ны .х биосенсоров 
r-------"--· ·- ------Электроды Уго;1ыю- Эпоксидно- Печатные 
1 Хаоактеоистики пастовые углеродные ш1анарные 
----
Рабочий потенuиал окислениJt +800 +500-600 +250-410 
тиохолина foтн . AwAal'f\, мВ 
Погрешность измерения сиг- 8-12 5-7 3-4 
нала (6 последовательных из-
мt:оений , ICs 1 х 10·3 М\, отн .% 
Соотношение фонового тока и 1-50 1-2 0,1-0.2 
снгналаlСs lx10·3 М) 
Возможность иммобилизации 
фермента : 
- в материале 1лектрода + - -
- на 11оверхности бе1 носителJt 
-
+ + 
- на инертном носителе + + 
-
--·- . --
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Вли11ние органического растворители. При ферментативном определе-
нии остаточных количест11 пестицидов в растительном матери<iЛе основная 11ро­
блема состоит 11 выборе органического экстрагента . В ходе настоящей работы 
был проведен скрининг органических растворителей по оказыиаемому ими ан­
тнхолин:эстеразному действию . Как показа.110 исследование. присутствие 20-25 % 
этанола н ацетона вызывает некоторое снижение активности ХЭ, причем нммо­
билизаuия на нейлоне и нитрате uеллю"1озы стабилизирует отклик как на суб­
страт, так и на ию·ибнрующсе мияние 11естиuидов (табл . 3 ). 
Антихо,1инэстеразное дей1:т11и~:: ор1 i:11111ческих растворителей 
-- - - ---- - - --- - - --- - -- -. -- - --- - --- - - --- - - -- - iil 
~тоорите~и_, смсшиваю~иеся с В()дОi~-+ ~аСТRОJ!Ители, не С~l!lи_ва!Ощиеся_ с ВО~<!~-- j 
р ~Антихоли11Эстераз- I р 1 Антихолинэстераз- / 
. астворител~~.,-~ -- ное действие ..j асrворитель i ное действие ; f· - 5Т~нол- -iо% : - - --- --- 1--хЛоро~рм - --1 - ----- + ----1 
r
i. _ _ 2оо;ц_ ___ :+ _ _ --f------ --+-________ _J 
1 
_ _ ~1::"- --~~~~- -·-- ~ __ __ _ J Тстр~~q:ру1J:с~од j_____ + _ __ J 
! Ацетонитрил : (а) [ Гексан j : 
L _ _ .. __ _ __ 19o/.oi __ _____ __ ___ _ .i _ _____ _ ·-- - ·-- ---·'-- - -- - _____________ J 
llримечание. а) Активирующее действие 
Для ацетонитрила впервые установлено не ию·ибирующее, а активирую­
щее влияние на ХЭ как в нативном, так и в иммобилизованном состоянии . Это 
позволяет предложить данный растворитель для экстракции остаточных коли­
честв пестицидов с последующим их ферментативным определением . Также бы­
ло установлено, что эк1:тракuия ацетонитрилом чистых образцов зерна пшеницы. 
риса, ржи, ячменя не приводит к выделению природных ин~·ибиторов ХЭ: после 
разбавленю1 экстракт не оказывал ингибирующего влияния на активность на­
тивного и иммобилизованного фермента. Количественные характеристики влия­
ния ацетонитрила 11а отклик биосенсора на основе печатного электрода пред­
ставлены на рис.б . 
Определение пестицидов из модельных водных растворов. Для расчета 
степени необратимого ию·ибирования использовали относительное снижение 
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отклика биосенсора : / ~ (s,-s::) >< /00%. где~, и Sz - отклики биосенсора до и noc:1e 
ингибирования. соответственно . 
25,0 
i. мкА 
20,0 
15.0 
10,0 
5.0 
о 5 10 15 20 25 
Рисупок 6. Зависимость тока окисления тиохш1ина в присутс1вии 1 [/мл Х') от 
концентр~щии ацетонитрила. об.%. Субстрат ЬТХИ 1х1 о·:~ м. Фосфатный буфер­
ный раст1юр. рН 7.8. 
В т<1бл . 4 приведены ре·3ульт<1ты определения пести11и,10в с 1юмошью 11е­
чатных ысктродов. модифицированных нафионом. обобщены в таб,1.6 . 
Свежеприготовленный раствор трихлорфона выдерживался перед 011ре11е­
ленисм в 1·ечение не менее, чем 4 ч<1сов. Ilo данным хром<:1тографическоrо анали­
за, в растворе образуются как минимум 4 разных продукта гидролитической 
·11>ансформаuии трихлорфона. Максимум накопления одного их них, дихлорме­
тилвинилфосфата (ДДВФ) соответствует максимальному ингибирующему эф­
фекту раствора ( 3 ). 
-НС! 
(СН10)Р-СНСС13 
. 11 1 
о он 
Трихлорфон 
( сн 3О)Р-ОСН~оес12 
11 
о 
ДДВФ 
(3) 
Тионовые фосфорорганические пестициды предварительно электрохими-
чески окисляли до кислородных аналогов для повышения чувствительности оп­
ределения . Дая повышения их растворимости -жсперименты проводили в 1 О % 
растворе ацетонитрила . 
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Таб,1и11а 4 
Градуировочные зависимости определения пестицидов 
с помощью печатного тонкопленочного электрода 1(%) =а+ hxlog(C1, М) 
1 lестинид ~!:!~С?РФон Кумаdюс Хлорпнрнdюс 
в 219 ± 26 (200 ± 30) 
.. __ b~to,J 35±7 
А 1410 ± 170 (1200±300) -2 ,3±0,9 177±33 
Коэффициент 0,9785 0.9974 0,9952 
корреляции (r) 
Предел обнару- 3 ,5х 10-1 (9х10"7 ) 3,5х10.11(5 х 10.7) 2х10-~ 
жения , М 
Диаnазо11 опреде- 4х 10·1 - 8х 10-1 4 х 1о·И-2х 10·7 4,7х10"~ -2x l04 
ляемых концен-
траций. М 
1 Iрнмечание . В скобках приведены :тачения , полученные для нсмодифиuиро­
ванного электрода (в отсутствие слоя нафиона) 
Эффектив1юсть активаuии пести1щда зависит от прололжитспыюсти 1лек­
тро:1иза (рис . 7) . Максимум зффективности дости1·астся после 5 ми11 . электролиза 
для кумафоса и 7 мин . - для хлорпирифоса . В отсутствие ацетонитрила продол­
жительностh электрохимическnго nкисления превышала 10 мин для всех изу-
ченных пестицидов 
25,0 
1.% 
20.0 
15,0 
IO,O 
5,0 
о 5 10 15 20 25 
! , мин 
Р11с_·,:нок 7. ЗаtJисимость 
ингибирующего действия 
2.7х 1041 М кумафоса от 
продолжителы~ости его 
электрохимического окис-
лени я 
Модификация нафионом 11риводит к снижению предела обнаружения 
трихлорфона в 3 раза . Для кумафоса 'ПОТ эффект еще выше, по-видимому вслед­
ствие его сорбционного концентрирования на модифицирующем слое полимера. 
поскольку кумафос менее полярен, чем трихлорфон . Токсичность хлорпирнфоса 
для теплокровных животных меньше. чем кумафоса (LD511 для крыс 170 и 16 
16 
мг/кг соот1Jе11.:твс1то) . В том же на11равлснии ме11яются 11ределы их обнаруже­
ния. 
Чувст11нтельность 011ределе11ня фосфорорганических 11естинидов 1ависи1 
также от rолшины образующейся на поверхности сенсора бс,1ко11ой пленки 
Срав11ение тонко11леночных биосенсоров с высокоакти11ным фермента\\ (600 
Е/мг) и толстоrыеночных с малоактивным (4.2 Е/мr · ) препаратом Х'Э 11рн одина­
ковой удельной активности фср"1снта на рабочей поверхности сенсора имеют 
различный режим функционирования . Толстош1еночные биосе1;1соры показыва­
ют 11редел обнаружения кумафоса более чем на порядок выше. а степень инги­
бирования - в 2-5 раз ниже. ЧС\i тонкопленочные . К тому же наблюлается вос­
становление ферментативной активности при от\iывке . 
Как показали исследования с тонкопленочными биосенсорами с различ-
1юfi уде~ 11,ной ак1ив1юстыо Х"). с poc10\i активносп1 фсрмсн1а чувствитсльнос1ь 
отклика в опюшении пестицидов снижас1ся . Так. 11рн нагруJке высокоактивной 
х·э 5.3 Е / ъ1ектрол \tетиок<1рб опреле.1 яется в лиапа ·юне кшщентраций 4 .4х 1 u·' -
2.2 х \0-1 М. 1ог.1:.1 ю1к пр11 актив1юСТ1i 0.1 Е ! ' );1ектро.:~а - lxlo·''-2x l0·'· М )~1я 
окнслен1юй формы кумафоса соответствующие диапа·юны кон11е111ра11ий соста­
ви.1и 2х \0-7-5.5х \ ()'' iv1 И 4х \ 0-Х-2х] ()"7 !'vl СООГВСIС IBl:IНIO . Очеви;11ю. Ч IU 11ри 
бо;1ынсй активности И\iмобн.~изованноrо фермента требуется относителhно 
больше и11гибитора для достижения того же ингибирующего эффекта. Таким об­
разом. в 1.~висимости от конкретной эколого-а11алитичсской задачи можно 110,~­
бирать соотношение величи11ы с11гна11а и чувствительности к r1естицидам как 
компромисс между требованиями точности определения отклика и чувствитель­
ности оr1рсделения токсиканта . 
В ·жс11ериментах с Jпоксидно-графитовыми электродами чувствитель­
ность определения пестицидов в проточно-инжекционном режиме оказалась да­
же выше, чем для нативного фермента . Можно предположить, что ·по свя·!ано с 
сорбционным концентрированием гидрофобного пестици,1а на полимср1юм но­
сителе (табл.5). Этому слособ<..-твовала с11е11иалыю сконструированная проточная 
ячейка с высоким отношением площади фермснтсодержащей мембраны к объе­
му контактирующего с ней раствора (2355 см·') 
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Таблиuа 5 
Градуировочные зависимости определения диазинона с 1юмощью 
биосенсора на основе эпоксидно-углеродных электродов с накладными 
мембранами 1(%) =а+ bxlog(C1, М) 
Носитель Нейлон Нитрат целлюлозы Нативная Х:) 
в 58±2 63±3 42±2 
- - -А 470±!0 528±26 342±18 
Коэффициент 0,9981 
1 
0,9914 0,9956 
корреняции (r) 
Предел обнару- 4х\0"9 1.5x\OJ1 5х \0"9 
жения , М 
Диапазон опреде- бх10·9 -3х10·7- 4xl0"9-lxl0.7 7х 10"9 -S x 10"7 
ляемых концен-
траuий, М 
v v 1 lримечанне. Скорость потока 0.4 мл/мин . Фосфатнын буфернын ра1.vгвор 2х 1О 
М +О, 1 М Na2SO~. Инкубирование 1 О минут. Субстрат БТХИ бх IO" М. 
·3 
Механизм формирования отклика печатных биосенсоров в стаuионар1юм 
и 111оксндно-у1·леролных электродов с накладными мембра11ами - в проточно­
инжекцнонном режиме подтверждается закономерностями изме11с11ия ингиби­
рующего действия фторидов. Переход от немодифи11нрованно1·0 "Jлектрода к мо­
,1ифиuированному нафионом соr1ровождаеп;я увеличением 11рсде;:лон uб11аруже-
11ия фторида с lx\0·5 до 1.7 х 104 М, вероятно. вследствие электростатического 
торможения переноса аниона в мембрану . Аналогичный эффект имеет использо­
вание гидрофобных носителей . В ряду "водный раствор фермента - нейлон -
нитрат целлюлозы" предел обнаружения фторидов закономерно увеличивается 
(2х10"5 - 8xl0"5 5xl0..i М). а наклон калибровочной прямой i./i, - CF , М. -
уменьшается ( 623±9 - 549±42 - 425± 15). 
Оп~делrние nестицвдов в р•стительвом м•терн8Ле. Для изучения 
возможности детектированИJJ остаточных количеств пестицидов в растительном 
материале в качестве модельных токсикантов были выбраны кумафос и метио­
карб. Сопоставление результатов, полученных на модельных водных растворах 
пестицидов и их экстрактах нз предварительно зараженных образцов зерна по­
зволяет предположить, что степень экстракции ацетонитрилом достигает 90 %. 
Аналитические характеристики определения кумафоса представлены в табл .б . 
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Таблица 6 
Ана;1итические харак~еристики 011ределения кумафоса в растительном 
материале с 11омощью холинхтера:шых аr.111ерометрических биосснсnров . 
~ 
1 Зерно 
/%=а+ Ь С1. С1. мг/11 
--
а в rl 
Рис 3,75±/.8() 1.40±0, 15 0.9888 
,_ . 
. -~- --- --- --
-
··-- -
Ячмень 4,85±350 1.40±().30 0.9799 
Модельный р<1створ 2,30±1.IO 0,75±0,050 0,9925 
· -------
Для :11етиокарба реально определяемые количества составляют около 15% 
от внесенного количества, что связано, по-видимому. с высокой скоростью раз­
ложения ·пого карбаминатного пестицила при жстракции . Использование а11с­
тонитри.1а по·1волино значительно сни1ить 1тияние матрицы, наблюдавшееся. в 
частности . при испо,1ь1овании накладных холинзстеразных мембран или при 
·экстракции пестицидов а11етоном . 
/lомимо искусственно '!араженных обра1цов ·1ер1юпролуктов. нами быJ1и 
исследованы 11робы перца и груши. по,1ученные от местных поставщиков в су­
псрмарке~ы рс1 ·иона Ланrедок-Русийон (Франция). Пара.ллелыю определению 
ин1 ·ибиторо11 Х1 в 11робах с исполь·юванием тонкопленочных биосенсоров про­
во; 111лся их ащ1.1из методом ВЭЖХ . В экстрактах груши были обнаружены хлор-
11ирифос-нил . малатион и пиримифос-метил, в экстрактах перна 'ЭТИ же фосфо­
rоr11 ·а11ические пестициды и дитиокарбаминаты . Экстракты из загрязненных об­
разцов демонстрировали необратимое и111·ибирующее действие при разбав11ении 
в 7000 раз (перец) и 50СЮ раз (груша). Чистые образцы снижения отк.1ика био­
сенсора не вьпывали . Степень ингибирования закономерно снижалась 11ри юмс­
нении степени разбавления экстрактов, что свидетельствует об отсутствии обра­
тимой составляющей ингибирования. Электрохимическое окисление :жстракта 
110'Jволяет выявить вклад тионовых песrинидов в общее за1·рязнение образцов 
веществами антихолин'ЭСТеразноrо действия 
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Оценка метрологических показателей бмосенсоров в межлаборатор­
ном эксперименте . Д.ля проверки воспроизводимости результатов, полученных 
при использовании печатных биосенсоров, был проведен межлабораторный экс­
перимеflт на базе кафедры прикладной экологни (Казанский университет) н Цен­
тра фитофармации (Университет г. Перпиньян, Франция). 
Совпадение морфологии субстратных зависимостей отклика и выхода на 
предельное значение силы тока (насыщение мембраны субстратом) независимо 
от места проведения измерений и а1таратурного обеспече11ия эксперимента 
(рис . 8) свидетельствует, что методика изготовления и хранения биосенсоров на­
дежно обеспечивает воспроизводимость их основных операционных характери-
стики . 
u 100 
:.: 
" 
"' 
... 80 о 
~ о 
o,l 60 01 
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Рису1юк 4. Оценка субстратной специфичности в межлабораторном эксперимен­
те : 1 - результаты измерений в Казанском университете; 2 - результаты измере­
ний в Центре фитофармации г . Перпиньян . 
Оценку воспроизводимости (4) ингибирования модельным раствором ку­
мафоса проводили методом сравнения углов наклона градуировочных зависимо­
стей кумафоса по Стьюденrу. 
\Ь1 -Ь2 \ 
J s 1 t~P - Y5% (v = N1 +N~4
1 
2 l ' - / бь1 -б.~ 
(4) 
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где Ь 1 ·· наклон 11рямой, полученной по результатам российского жс11ериме1tта. 
ь~ - 11акло11 11рямой. полученной по результатам фра1щузского экс11сримснта и 1' 
- число степеней свободы . Результаты расчетов представле11ы в табл . 7 . 
Таблица 10 
Воспроизводимость измерения инrибирующе10 действия кумафоса по ре:зульта-
там межлабораторного экспсриме1па. 1(%) =а+ bxlog(C1, М) 
1 Калибровочная кривая по 
результатам российского 
Калибровочная кр;вая по 1 
рсзуJJыатам француJСко- \ 
f--------------1-э_к_с_11_е.._и_м_е_н_та ______ +-1-·о_э_к_с_1_1с...._и_м_е_н_т_а __ ----i 
;i ---··-- ·· - -- -2-26 i 0,87 i,67.±1,59 
f-b _________ -+-2_,_.90-'-±_0_.,'""0.;;...67 _____ -+=2. 18±0, 11 
Коэффициент корре.1янии 0-.9987 0,9965 
(R2) 
>-'-~--------- --+------------+---·· ·-· ·- ---------' 
Sh(6h) 0.423 
Вос11роизвол~":!_ость ____ -'---------
Значение воспроИ1води~юсти свидсте.1ьствует. что ре ·1ультаты ин1 ·ибиро­
вш1ня с верояпюстью 95% сов1шдают. 
Аналогичны"1 образом. ингибирующее действие разбаоле11нот анстонит­
р11J1ыю1 u жс 1р<1к 1а ю рис<1, ·.J<1р<1же111ю1 о кумафщ:ом. tю рt:зу; 1ь 1атам НС]ависи­
мых измерений. проведен11ых в Ка·1ани и Перпиньяне с печатными биосенсора­
ми, описываются единой градуироооч1юй зависимостью: 
1.% ~8. 78:.Ci - 3.71: R2 ~ 0.9985 (5) 
R2 гrk=-(t"p 95~/vf1'+ t2"" v5r)) - 0.71 
Таким образом, мсжлабораторный эксперимент свидете.1ьствуст о надеж­
ности измеренных показателей ингибирования и выводов о загрязнении образ­
цов растительной продукции, сделанных на их осноRС. Холинэстеразные биосен­
соры могут. таким образом, служить средством первичного контроля раститель­
ной продукции. предназначенного для быстрого определения наиболее загряз­
не11ных образцов с гем, чтобы в последующем химическом анали1е выявить 
природу содержащегося в них пести11ида. 
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выводы 
1. Разработаны новые амперометрические холинэстеразные сенсоры на основе 
углеродистых композиций и модифицирующих материалов, обладающих 
улучшенными операционными и аналитическими характеристиками опреде­
ления остато•1ных количеств фосфорорганических (хлорпирифос, трихлор­
фон, кумафос) и карбаминатных (метиокарб) пестицидов. 
2. Электростатическое торможение переноса ионных компонентов реакции , 
создаваемое модифицирующим слоем нафиона, увеличивает время их жизни 
до 6 месJ1цев, снижает мешающее влияние ионов - эффскторов фермента и 
увеличивает долгосрочную стабильность отклика. Чувствительность опреде­
ления фосфорорганических и карбаминатных пестицидов 11 1,5-2 раза выше, а 
предел обнаружения - в 2-5 раз ниже. чем для биосенсоров на основе немо­
дифицированных электродов . 
3. Иммобилюация холинэстеразы в 11арах глутарово~·о альдегида позволяет по­
лучить сверхтонкие ферментсодержащие пленки. не создающие диффузион­
ного торможения переноса компонентом рсакнии к поисрхности сенсора. R 
результате расширяется диапазон определяемых концентраций и увеличива­
ется чувств11тельность опре;.~е.1ения 1111гибиторов по сравнению с толстослой­
ными мембранами, получаемыми путем кросс-сшивки раствором глутарового 
альдегида. Увеличение удельной активности фермента снижает чувствитель­
ность определения необратимых ингибиторов. 
4. В проточно-инжекционных условиях чувствительность определения пести­
цидов с помощью иммобилизованной холинэстеразы повышается за счет 
сорбционного nредконцентрировання ингибиторов. Действие обратимых 
эффекторов снижается 11 результате нестационарных условий их переноса в 
ферментсодержащую мембрану. 
5. Устаномены рабочие условия определения остаточных количеств пестици­
дов в растительном материале. Показано, что ацетон и этанол в концентрации 
до 25 % снижают, а ацетонитрил в концентрации до 20 % увеличивает актив­
ность натнвноli и иммобилизованной холинэстеразы . Оценка ингибирующего 
действия ацетонитрильных экстрактов из зерна пшеницы, ячменя, риса по-
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зволяет определять фосфорорганические пестициды на уровне установ..1ен­
ных максимально допустимых уровнеА. 
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